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研究成果の概要： 
Notch シグナルは急性リンパ性白血病の発癌に重要であることは、我々を含めた複数のグルー
プからこれまでにも報告されていたが、急性骨髄性白血病における Notch シグナルの重要性は
明らかではなかった。我々の研究により Notch シグナルの重要な下流分子である Hes1 は骨髄
性白血病の発症に重要な役割を担っていることを明らかにした。さらにヒト白血病細胞株でも
Hes1 がリンパ性白血病細胞株と同程度に高発現していることから、ヒト白血病における重要
な役割が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
白血球は骨髄球とリンパ球に大別される。 
このうち Notch シグナルはリンパ球の分化
において重要な分子として知られていた。
我々を含む複数のグループから Notch シグ
ナルはマウスとヒトの双方においてリンパ
球の発癌に重要なシグナルであることが報
告された。成人および小児 T リンパ性白血病
の約 50％においてNotch1に変異を認めるこ
とが報告され、また、我々は成人 B 悪性リン
パ腫の数%において Notch2 に変異を見いだ
した。Notchシグナルの発癌の機序としては、
Notch シグナルの下流のシグナルである
RBP-Jk が重要な癌遺伝子である c-Myc の
mRNA の転写を直接に誘導するなどの機序
が報告された。 
しかしながら、これまで骨髄球においては、
Notchシグナルの活性化が骨髄球の分化を抑
制するという細胞株のデータはあるものの、
限定的で明確ではなかった。 
申請者は骨髄前駆細胞からの肥満細胞の
分化誘導を調べる過程で、Notch シグナルが
活性化すると下流の転写因子 Hes1 と
GATA3 の mRNA の双方の転写が促進され、
肥満細胞への分化が誘導されることを見出
した。しかしながら Hes1 のみを活性化する
ことにより、骨髄前駆細胞は肥満細胞あるい
は顆粒球マクロファージなどの特定の系統
に分化せず、未分化な芽球様の形態を維持し
て増殖を続けた。さらに Hes1 を導入した骨
髄前駆細胞では C/EBPalpha の mRNA の発
現が減少していた。C/EBPalpha は骨髄球分
化に重要な転写因子であり、ヒト骨髄性白血
病の約 15%に機能欠損型の変異が存在する
ことが報告されている。これらの知見から、
Hes1 の異常な活性化は骨髄性白血病の発症
機序となりうる可能性が強く示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は Hes1 を中心に白血病発症・維持
のメカニズムについて詳細に解析する。白血
病発症における未発見の機序を解明するこ
とにより、癌治療の新しい治療戦略の開発に
役立てる。 
我々を含めてマウスの造血幹細胞分画に
レトロウイルスを用いて Hes1 を導入したこ
れまでの報告では、観察期間内には白血病を
発症していない。申請者のこれまでの研究で
は、幹細胞よりも分化した骨髄球系共通前駆
細胞および顆粒球-マクロファージ共通前駆
細胞に Hes1 を導入することにより増殖の促
進が見られた。 
近年、白血病を含めた癌研究において、白
血病幹細胞が存在すると考えられている。白
血病幹細胞は自己複製能、腫瘍を構成する細
胞に分化する能力を有し、かつ増殖し続け、
白血病の供給源となる細胞である。臨床的に
も、白血病を幹細胞レベルで根絶することが
白血病の治癒にも重要であることから、白血
病幹細胞の同定および動態の解析は重要な
課題である。白血病幹細胞の起源については、
正常の造血幹細胞に由来するとの報告もあ
れば、より分化した前駆細胞由来であるとの
報告もある。過剰発現系による白血病モデル
の多くは造血幹細胞分画を含む細胞へ癌原
因子が導入されており、より骨髄球系へ分化
した前駆細胞レベルで白血化を引き起こす
との報告はわずかである。これらのことから、
Hes1 がどの分化段階へ導入することで白血
化を起こすかを明確に特定することにより、
白血病幹細胞の起源を明らかにしたいと考
えた。 
 
３．研究の方法 
 (1)C57BL/6 マウスの骨髄細胞を採取後、
FACSAria を用いた細胞分離により造血幹細
胞分画（cKit+Sca1+Lin+）、骨髄球系共通前
駆 細 胞 分 画 
(cKit+Sca1-Lin-CD34+CD16/32low)、顆粒
球 マ ク ロ フ ァ ー ジ 前 駆 細 胞 分 画 
(cKit+Sca1-Lin-CD34+CD16/32+)を単離し
た。ウイルスパッケージング用細胞株
pLAT-E に Hes1cDNA を挿入したレトロウ
イルスベクターをトランスフェクション後、
48 時間後に上清を回収した。細胞皿にコーテ
イングしたレトロネクチン上でウイルスを
含む上清および単離した細胞を 48 時間イン
キュベートすることにより細胞にレトロウ
イルスを感染させた。48 時間後に細胞を回収
し、GFP 陽性をマーカーとして遺伝子が導入
された細胞をセルソーターで分取後、半固形
培地で培養した。8-10 日毎に細胞を回収し、
サイトスピンで細胞形態の観察、あるいは次
の半固形培地に蒔いた。 
 
(2) in vivo での白血病の発症の有無を調べる
ため、(1)の方法により遺伝子導入された細胞
を致死量の放射線を照射したマウスへ移植
した。 
 
(3)ヒト白血病細胞株における Hes1 の解析 
①ヒト白血病細胞株における Hes1 蛋白発現
レベルの解析 
②ヒト白血病細胞株における Hes1 遺伝子変
異の検索 
③ヒト白血病細胞株における Hes1 転写調節
領域の遺伝子変異の検索 
 
４．研究成果 
(1) in vitro での細胞の不死化の観察 
Hes1 を導入した前駆細胞は、半固形培地を
用いた培養を行ったところ、数代にわたって
継代が可能であった。また液体培養でも長期
培養が可能であった。すなはち、in vitro で
の細胞の不死化が観察された。不死化した細
胞のサイトカイン依存性について調べたと
ころ、IL3 依存性であった。サイトスピンで
は芽球様の形態を維持していた。 
 
(2)in vivo における白血病発症の観察 
次に、in vivo での白血病の発症の有無を調
べるため、致死量の放射線を照射したマウス
へ Hes1 を導入した骨髄前駆細胞を移植した。
経時的にマウス末梢血を解析、GFP 標識蛋白
の発現を指標として白血病化の有無を調べ
た。Hes1 単独の導入によっては、白血化は
観察されなかった。マウスの白血病モデルに
おいても多くはセカンドヒット、すなはち第
二の変異が加わってから白血病を発症する
ことが知られる。In vitro の Hes1 導入細胞
は IL3 依存性であることから、IL3 下の重要
なシグナルである活性化 STAT5 を同時に導
入したが、白血化は観察されなかった。そこ
で、別種のセカンドヒットが必要と考え、
bcr/abl と同時に前駆細胞へ導入したところ、
白血化を観察した。bcr/abl 単独の導入は前駆
細胞では白血化を起こさなかった。このこと
から Hes1 と bcr/abl の協調的発現が前駆細
胞を起源とする白血病の発症が重要である
ことが明らかとなった。 
 
(3)ヒト検体における Hes1 の解析 
次に、ヒト白血病において、Hes1 の発
現制御の破綻が実際に関わっているか
を調べるためヒト骨髄性白血病細胞株
において Hes1 の蛋白の発現の有無を
Westernblot 法により調べた。ヒト骨髄
性白血病では、Notch-Hes1 シグナルの
破綻が病態に重要であることが知られ
るヒトリンパ性白血病細胞株と同程度
に Hes1 蛋白を強く発現していた。そこ
で白血病細胞株について Hes1 の coding
領域および promoter 領域の変異を検索
したが、変異は認められなかった。  
(4)結果のまとめ  
これらの結果から、マウスにおいて骨髄前駆
細胞への Hes1 単独の導入により、in vitro
での不死化には十分であるが、in vivo での白
血化には単独では不十分であり、第二の変異
と協調して白血化を起こすと考えられた。ヒ
ト骨髄性白血病細胞株においても、メカ
ニズムは不明ながら Hes1 の高度な発現
を認め、病態に重要な役割を果たしてい
る可能性が示唆された。 
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